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(54) Konjugat, umfassend einen Folsdureantagonlsten und einen "Mger 

(57) Die Erfindung betrifft Konjugate, umfassend ein 
D-Enantiomeres eines Folsdurearrtagonisten und einen 
Trdger. Ferner betrifft die Erfindung die Herstellung sol- 
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Beschreibung . ' 

Die Erfindung betrifft ein Konjugat. umfassend ei.nen F=btsaureantagonisten und einen Trdger. VerfEihren zur Her- 
stellung eines solchen Kbnjugats sowie dessen Verwendung. 

Fotsdure St eine in der Nalur vorkommende Verbindung, die in Zeilen for den Methylgruppentrknsf er und somit fOr 
das Wachstum von Seen bedeutsam ist. Folsdure weist die nachistehende Formel auf : 



CH 




Pteridinringsystem p-Aminobenzoesdure Glutaminsdure 



Die CH-Gmppe der Glutaminsdure steitt ein asymetrisches C-Atom dar. Fblsdiire existiert Somit in zwei enantio- 
meren Formen. ndmlich als D- und L-Enantiomeres. 

Von diesen enantiomeren Formen f indet sich aber nur das L-Enantlomere in Zeilen, so da(3 auch nur diese Form, 
nicht aber das D-Enantiomere. fOr die Wirkung von Fotsdure verantwortlich ist. Der Gnind hierfur liegt darin, daB Fol- 
sdure Qber den Fblatrezeptor in Zeilen aufgenommen wird. dieser aber nur das L-Enantiomeres» nicht aber das D- 
Enantiomeres der Folsdure aufnimmt 

Folsaureantagonisten sind Veibindungen. die sich von Folsaure ableiten. dieser aber an ihrem Zielort. ndmlich in 
den Zeilen, entgegenwirken. Folsdureantagonisten tiegen daher als L-Enantiomeres, nicht aber als D-Enaritiomeres 
vor. Beispiele von Fblsdureantagonisten sind Aminopterin und Amethopterin, das auch mit ly/lethotrexat bezeichnet 
wird, 

Methotrexat, d.h. das L-Enantiomere des Amethopterins, wird haufig zur Behandlung von Tumoren und Entzun- 
dungen eingesetzt. Her haben sich allerdings groBe Nebenwirkungen gezeigt, da Methotrexat auch von gesundem 
Gewebe aufgenommen wird und fOr dieses toxisch est Lediglich die DE-A-41 22 210.5 beschreibt Kbnjugate aus 
Methotrexat und Albumin, die von Tumoren starker aufgenommen werden als von gesundem Gewebe und somit wehi- 
ger toxisch sind. Dennoch besteht ein groBer Bedarf nach Mitteln. die noch geringere Nebenwirkungen aufweisen. 

Der vorliegenden Eilindung liegt Som'tt die Aufgabe zugrunde, ein Mittel zur Behandlung erkrankter Gewebe, ins- 
besondere Tumoren, bereitzustellen. das geringste Nebenwirkungen aufweist 

Elf Murtssgemd/3 wird dfes durcft die Gegenstdndd fr? den 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit. ein Kor^ugat. das das D-Enantiomere eines Folsdureantagoni- 
sten und einen TrAger umfaBt. 

Die vorliegende Erfiryiung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daQ das D-Enantiomere eines Fblsflureant- 
agorusten in einem einen Trdger aufweisenden Konjugat bevorzugt von erkrankten Qeweben, insbesorvJere Tumorzel- 
len. aufgenommen wird und in diesen eine Wirkung gegen die Erkrankung entfaltet. Femer hat der Anmelder erkannt, 
daO das D-Enantiomere eines Folsdureantagonisten alleine. d.h. nicht in einem erfindungsgemaBen Konjugat vorlle- 
gend. keine Nebenwirkungen auf gesurxJes Gewebe hat. 

Der Ausdruck "Konjugat' weist darauf hin. daB der Folsdureantagonist und der Trdger kovatent vertxinden sind. 
z.B. durch Amid- und/oder Ester- Bindung en bzw. Qber einen Linker. 

Der Ausdruck "D-Enantiomeres eines Folsdureantagonist" umfaBt Verbindungen jeglicher Art, die sich von Fol- 
sdure at>/erten, als Antagonist von FolsSure wirken und a(s D-Enant'omeres vorfiegen. Das 0-Enant'omere eines Fof- 
sdureantagonisten umfaBt als Kbmponenten Peteridin, insbesondere Rerin. p-Aminobenzoesdure und eine D- 
Aminosaure, insbesondere D-Glutaminsaure, diegegenuber den in der Folsaure vorliegerKloi Kbmponenten chemisch 
verandert d.h. modifiziert. sind. Solche Veranderungen sind z.B. Substitutionen, wie die Substitution von H-Atomen 
durch Ci-C4-AIkylgruppen. Insbesondere Methylgruppe, Halogenatomen. wrie F. CI. Br. I. OH- und NH2*Gruppen. die 
Sut3stitutioa von OH-Gruppen durch vorstehende Alkylgruppen. NH2-Gruppen, H- und Halogenaxbme. sowie die Sut)- 
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stitution von NHs-Gruppen durch vorstehende Alkylgruppen, OH-Gruppen, H- und Halogenatome. Femer kann eine 
oderkOnnen betdederSauregruppenderGlutaininsaure als SSurederivat, z.B. als Ester oder Amid, vorliegen. Von vor- 
stehenden Verflnderuhgen kann eine pder kOnnen mehrere in einem erf indungsgemAB venvendeten Folsfiureantago- 
nisten vorliegen. 

N/orzugswelse sind die Folsdurearttagonisten D-Amethopterin ( Im folgenden als D-Methotrexat bezeichnet). 




D-Aminopterin 




I 

OOCH 



und D-e.t-FMTX (ein Methotrexat-Analog, bei dem die Glutaminsdure (Glu) durch D-erythro,threo-4-Ruc)ra<31u ausge- 
tau&cht ist 

Vbn den Fblsdureantagonisten kann einer oder kOnnen mehrere im erfindungsgemdBen Kbnjugat vorliegen. Lie- 
gen mehrere vor, dann kdnnen diese gleich oder verschieden voneinander sein. 

Der Ausdruck Trager" umfaBt Verbindungen jeglicher Art, die Zur Anreicherung des Konjugats in einem erkrankten 
Gewebe. z. B. Tumor oder EntzQndungshend. geeignet sind. Beispiele solcher Trdger sind Proteine, die nicht als kfir- 
perfremd angesehen werden, und Poly ether. 

Die Proteine liegen Vorzugsweise In nativer Form vor. In der nativen Form weisen die Proteine kein inter- und/oder 
intramolekulares Cross-Linking auf. GOnstigerweise besitzen die Proteine ein Molekulargewicht von bis zu 100 000 Dal- 
ton. insbesondere 30 000 bis 100 00& Dalton. Ferner ist es gOnstig, wenn die Proteine humane Proteine sind. Beispiele 
der Proteine sind Albumin, Fibrinogen, Transferrin, Immunglobuline und Upoproteine, wobei humanes Albumin bevor- 
zugt ist Es kGnnen auch Fragmente vorstehender Proteine verwendet werden. Ferner kann die Sequenz der Proteine 
bzw. der Fragmente davori Anderungen von ^ner oder mehreren Aminosauren gegenOber der bekannten Sequenz der 
Proteine bzw. der Fragmente davon aufweisen. 

Beispiele der Polyether sind Polyethylenglykole, insbesondere solche mit einem Molekulargewicht von 100 bis 20 
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000 Dalton. Vorzugsweise sind die Polyethylenglykole an der endstdndigen Hydroxylgruppe mit einer CvCi2-Alkyl- 
gruppe. insbesondere mit einer Methylgruppe, veresterl oder verethert. 

Ein erfindungsgemaBes Kbnjugat temn einen Oder mehrere. insbesondere zwei. vorstehende Trdger aufweisen. 
Liegen mehrere Trdger vor. so kOnnen diese gleich Oder verschieden voneinander sein. Liegen mehrere Polyether vor. 
5 so warden diese gOnstigenMreise so gewfihtt daB das Molekutargewicht aller Polyether ca 20 000 Dalton oder mehr 
betr&gt 

Im eifindungsgemdBen Kbnjugat kann der Fblsdureantagonist mit dem Trftger direkt kovalent oder Qber einen Lin- 
ker veibunden sein. dii. zwischen Trdger und Fblsdureantagonist liegt ein Linker vor. Als Linker sInd alle Verbindungen 
geeignet, die Fblsaureantagonist und Trftger verbinden kOnnen. 
10, Vorzugsweise ist der Linker in einer Zelle spaltbar. Der Ausdruck "Zefle" umfaQt Elnzelzellen und Zellverbande. Bei- 
spiele ersterer sind kOrpereigne. nicht in eineni Verband vorliegende Zellen. Zeltverb&nde limfassen Gewebe. Organe 
und Tumoren. 

Ein Linker vorstehender Art ist dem Fachmann bekannt Auch weiB er um Faktoren. z.B. Enzyme, die in Zellen die 
Spahung bestimmter chemischer Bindungen bedngen. Somit ist er in der Lage, in einer Zelle spaltbare Linker zu kon- 
IS struieren. Besonders bevorzugt umfeBt ein solcher Unker eine Azo-Qruppe. Besonders gOnstig ist es, wenn der Linker 
fblgende Struktur aufweist: 

-Y-R-NnN- 

20 worin 

R eine orgahische Qruppe, vorzugsweise eine aromatische, und besonders bevorzugt Phenylen oder ein Derivat 
davon, iist. und 

Y eine aus C(0), S(0)2, P(0)OH und As(0)OH ausgewShlte Gruppe ist. 

25 

Vorstehende Struktur eines bevorzugten Linkers entspricht jener. die der Linker in einem erfindungsgemaBen Kbn- 
jugat aufweist. Ferner umfaBt die Struktur. zumidest wenn R Phenylen Oder ein Derivat davon ist, eine aktive Vert»n- 
dung. die sich besonders fOr die Therapie von Tumor-. EntzQndungs- und Autoimmunerkrankungen eigne! Nach der 
Spaltung des Linkers und gegebenenfalls Abbau des noch am Linker gebundenen Proteins kann cSe Vert)indung ihre 
30 voile Aktivitdt entfaiten. 

ErfindungsgemaBe Kbnjugate kOnnen hergestelH werden, indem der Folsdureantagonist mit dem Tr&ger und ggl 
dem Linker kovalent verbunden werden. Hierzu geeignete Verfahren sowie benOtigte Materialien sind dem Fachmann 
bekannt. 

Wenn der Folsdureantagonist mindestens eine Carboxyl-Gruppe aufweist z.B. die durch die Glutamlnsaure vorlie- 
35 gende. kOnnen die Kbnjugate hergestellt werden. indem der Folsdureantagonist mit Carbodiimide und Hydroxysuccini- 
mid zu reaktiven Succinimidylestem und diese mit dem Trdger umgesetzt werden. Bei Konjugaten mit mehreren 
Fbfsdureantagonisten kann die Herstellung der Succinimidylester gemeinsam oder getrennt erfolgen. 

Die Umsetzung des Folsftureantagonisten mit Catbodiimid und Hydroxysucdnimid erfblgt in einem poiaren aproti- 
schen LOsungsmittei. vorzugsweise Dimethyllormamid (DMF). Das Mol-Verhftltnis von FotsSureantagonist : Carbodi- 
40 imid : Hydroxysuccinimid betragt etwa 1 : 1.5 : 10. Der gebildete Sucdnimidylester wind dann in einer wflssrigen 
PufferlOsung. vorzugsweise NaHCOs, mit demi Trflger, wie Albumin, umgesetzt. Die Tragerkonzentration betragt etwa 
10 bis 70 mgADl. Die so aMivierte Cartxncyt-GTUppe kann dann unter Auskuidung von SaureamkS- oder Sdureester-Bin- 
dungen mit OH- und NH-Gruppen des Trdgers reagieren. wobei erfindungsgemdBe Kbnjugate erhalten werden. Die 
Konjugate kOnnen mehrfach gereinigt werden. z.a durch Ultrafiltration, und schtieBlich steril filtriert werden. worauf sie 
45 applikationsferttg sind. 

Erf indungsgemaBe Kbnjugate zeichnen sich dadurch aus, daB sie Qber eine lange Zeit im Kreislauf des Patienten 
verbleiben. Ferner reichern sie sich in erkrankten Geweben. insbesondere Tumoren und EntzQndungsherden an. Des 
weiteren zeichnen sie sich dadurch aus, daB sie noch geringere Nebenwirkungen als Konjugiate mit L-Folsdureantago- 
nisten. wie sie aus der DE-A-41 22 210.5 bekannt sind. aufweisen. wobei ihre Wirkung gegen erkrankte Gewebe. ins- 
50 besondere Tumoren und EntzQndungsherden erhalten bleibt. 

ErfindungsgemaBe Kbnjugate eignen sich somitbestens zur Behandlung.von Tumoren. wie hamatologische -und 
solide Tumoren. EntzQndungen, z.B. Erkrankungen des rheumatischea Formenkreises, wie chronische Polyartritis. 
Oder Psoriasis, und Autoimmunerkrankungen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die Beispiele eriautert 

55 

Belspiel 1 : Herstellung eines erflndungsgemaoen Kbnjugats aus DrMethotrexat und humanem Serumalbumin 
D-Methotrexat (D-MTX) wurde in ether (Conzentraiion von 20 mg/ml in DMF gelOst Zu der Maren gelben LOsung 
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wurde die 1,5 fache molare Menge an di-Cydohexylcarbodiimid und die etwa 10 fache molare Menge an Hydroxysuc- 
cinimid gegeben. Nach einer Reaklionszeit von etwa 12 Stunden ist die Reakb'on zum Succinimidylester (D-MTX>HSIE) 
abgeschlossen und an der auskristallisierten Menge von di-Cyclohexyl-Harnstoff (DCH) erkennbar. Die analytische 
Kbntrolle der Reaktton wurde mittels DC durchgeffQhrt 

Flatten: Kieseigel 60 mit FIuoreszenzindllQtor. 

i-aufifnittel: Ethylacetat/MeOH : 75/25 
RpWerte: D-MTX 0,0 

P-MTX-HSIE 0,35-0,38 

Die klare geibe LOsung von D-MTX-HSIE In DMF wurde unter standigem ROhren langsam zu der ProteinlOsung 
(50-70 mg humanes Serumalbumin in 0.1 7 M NaHCOa. pH 8,5) zugegeben, wobei sich nach einiger Zeit eine TrObung. 
bestehend aus nicht umgesetztem di-CyclohexylcaitKXliimid und noch in DMF gelOstem DCH, bildete. Nach einer 
Reakb'onszeit von mindestens 30 Mtnuten wutde die TrObung Ober ein Sterilf ilter (0,22 pm) und DMF durch Ultrafiltra- 
tion mit passendem Membranfilter (YM30: Amioon) abgetrenrit. 

Die Reinheitskontrolle erfblgte mittels HPLC: 

Vorsaule: 50 x 4 mm Zorbax Diol 
Saulen: 1 . Zorbax GF 450 
2. Zortjax GF 250 
Laufmitel 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,4 
RuB: 1 ,0 ml/min 

Drudc etwa 65 Bar 

Es wurde ein erf indungsgemSBes Konjugat aus D-Methotrexat und humanem Serumalbumin erhalten. 

Belsplel 2: Verglelch der Toxizilflt eines erflndungsgemSBen Konjugats aus D-Methotrexat und humanem 
Serumalbumin mit einem Konjugat aus Methotrexat und humanem Serurmilbumin 

For diesen Versuch wurde das erfindungsgemaBe Konjugat aus D-Methotrexat und humanem Serumalbumin (D- 
MTX-HSA) von Beispiel 1 verwendet. Ferner wurde das aus der DE-A-41 22 210.5 bekannte Konjugat aus Methotrexat 
und humanem Serumalbumin (MTX-HSA) eingesetzt. 

Je 5 gesunden Sprague-Dawley Batten erhietten D-MTX-HSA bzw. MTX-HSA. Es wurden Jeweils 4 mg Konjugat 
(bezogen auf den Anteil an MTX bzw. D-MTX der Kbnjugate) pro kg KOrpergewicht in 2 tdgigem Inten/all injizieri 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 angegeben. 



Tabelle 1 



Ergebnisse der Ermittlung der Toxizitdt von MTX-HSA und D-MTX- 
HSA nach dem 3. Tag 





Dosis/kg 


SB 


DU 


SF 


GV 


Tod 


MTX-HSA 


2 x4 mg 


5 


5 


5 


5 


5 


D-MTX-HSA 


2 X 4 mg 


0 


0 


0 


0 


0 



AbkQrzungen: SE: Schieimhautentzundungen; DU: Durchfali; SF: 
struppiges Fell; GV: Gewichtsverlust 



Wie von TabeDe 1 zu entnehmen ist. litten die Ratten bei der Verabreichung von MTX-HSA beretts ab dem 3. Tag 
an starken Nebenwirkungen. Am 4. Tag wurden 2 Ratten tot im Kafig aufgefunden. Die anderen 3 Ratten muBten getO- 
tet werden, da sie an sehr starken Nebenwirkungen Htten. Im Gegensatz dazu wies keine der Ratten, die mit dem erfin- 
dinngsgemaBen Konjugat p-MTX-HSA behandelt wurden. Nebenwirkungen auf. 

ErfindungsgemaBe Kbnjugate besitzen soniit geringe Nebenwirkungen. 



EP0 879 604A1 



Beispiel 3: TUmortherapie mit einem erfbidungsgemSOen Konjugat aus D-Methotrexat und humanem Serumal- 
bumin im Vergleich zu eInem Konjugat au$ Methotrexat und humanem Serumalbumin 

FQrdiesen Versiich wurden die in Beispiel 2 angegebenen Kohjugate verwendeL Als Versuchstiere warden Wal- 
ker-256 Karzinosarkom-tragende Ratten eingeseizt Therapiebeginn war am 6. Tag nadi der Tumortransplantation bei 
Tumonmlumina von zwischen 1000 und 2500 mm^ (Tumordurchmesser 1 x 1 bis 1 x 2 cm). Funf Ratten erhielten MTX- 
HSA (3 Injektionen in 2 tagigem Abstand mit einer Dosis von 2 mg IS/TTX-HSA (bezogen auf den MTX-Anleil) pro kg K6r- 
pergewicht). Das erfindungsgemdGe Konjugat D-MTX-HSA wurde in der doppelten Dosis nach vorstehendem Protokoil 
verabreichi Bei dieser Dosis traten bei MTX*HSA beretts erhebliche Nebenwirkungen auf. nicht jedoch beim erfindun- 
gegemaSen Konjugat D-MTX-HSA (vgl. Beispiel 2). 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. 



TabeDe 2 



Ergebnisse der Tumortherapie mit dem Konjugat MTX-IHSA und dem 


erfindungsgemaBen Konjugat D-MTX-HSA 






Dosis/kg 


Remission 


Rezidiv 


NW 


Tod 


MTX-HSA 


3 x2 mg 


3 


2 


3 


2 


D-IV1TX-HSA 


3 X 4 mg 


5 


0 


0 


0 


AbkOrzungen: NW: Nebenwirkungen; Tod: Tod durch Tumdrrezidiv 



Die Ergebnisse in Tabelle 2 zeigen. daB in der MTX-IHSA-Gruppe stch bei 3 Ratten der Tumor zuruckbikiete 
(Remission). In dieser Gruppe eriitten 2 Ratten ein Rezidiv und muBten getOtet werden. Bei 3 Ratten traten Nebenwir- 
kungen auf. Im Gegensatz dazu zeigte sich. daB bei Ratten, die mit dem erfindungsgemaBen Konjugat D-MTX-HSA 
behandelt wurden. alle Tiere vom lUmor geha'K wurden und dabei keine Nebenwirkungen beobachtbar warea obwohl 
im Vergleich zu MTX-HSA die doppeHe Dosis verwendet wurde. 

Somit weisen erlindungsgemdBe Kbrijugate geringste Nebenwirkungen auf. wobei mit diesen Kbnjugaten eine her-, 
voragende Tumortherapie erzielt werden kann. 

PatentansprOche 

1. Konjugat. umfassend etn D-Enantiomeres etnes Folsaureantagonisten und einen Trdger. 

2. Konjugat nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB der Folsaureantagonist eiri oder mehrere Derivate von 
Pteridin. p-Aminobenzoesaure und einer D-Amiru)saure umfaBt 

3. konjugat nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB die D-Aminosaure Gtutaminsaure ist 

4. Konjugat nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet daB der Folsaurearttagor^st D-Amethopterin oder D-Amino- 
pterin ist. 

5. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB das Korijugat mehrere Folsaureantago- 
nisten aufweist. 

6. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 5. dadurch gekenrueichnet daB der Trager ein nicht als kOrperfremd 
angesehenes. natives Protein oder ein Polyether ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. daB das Protein Serumalbumin ist. 

8. Konjugat nach Anspruch 6. dadurch gefc^nzeichnet. daB der Rolyether efn Pofyethyfengfykor isL 

9. Konjugat nach mnem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere Trdger vorliegen. 

10. Konjugat nach einern der AnsprQche 1 bis 9, dadurch .gekennzeichnet, daB zwischen Folsaureantagonist und Tra- 
ger ein linker vorliegt 
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11. Konjugat nach Anspruch 10. dadurch gekennzdchnet, daB der Linker in einer ZeHe spaKbar ist. 

1 2. Kor^ugat nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet. daS der Linker eine Azo-Gruppe umfaBt 

5 13. Verfahren zur Herstellung der Kbnjugate nach einem der AnsprOche 1 bis 12. dadurch gekennzeichnet, daB der 
Folsdureantagonisl. der Trdger und ggf. der Linker kovalent verbundan warden. 

14. Verwendung der Konjugate nach einem der AnsprOche 1 bis 12 zur Behandlung von Tumorerkrankungen, EntzQn- 
dungen und/oder Autoimmunerkrankungen. 

10 

IS , 

20 

25 

30 ' 

35 

40 

4S 

SO 
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Wegen der grossen zahl d^r durch den Anspruchtwortlaut 
definierten Verblndungen wurde die Recherche fOr den 
Grundgedanken der Anmeldung und die in der 
Beschreibung ervfthnten Belspiele durchgefOhrt. 
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